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BREVET PRINCIPAL 

Centre National de la Recherche Scientifique, Paris (France) 
Procede de preparation d'un produit riche en vitamines du groupe B 

Rosalie Karltn nee Weissmann, Lyon (France), est mentionnee comme 6tant Tuiventeur 



La presente invention concerne un procede de pre- 
paration d'un produit riche en vitamines du groupe B, 
et specialement en vitamine B 12 . 

Ce procede est caraeterise en ce que Ton ouitive du 
Propionibacteffiuan shermannai et au moins un autre 
micrq-organisme choisi parmi les levures laotiques et 
TEmpedobacter munsterii dians un sous-produit de i'in- 
dustrie laitiere, les mflcro-organisrnes etant cultives en 
symbiose ou au moins Tun des irncro-orgarnsirnes etant 
cultive dans un milieu sepaire, auquel cas on reunit 
subsequemment les milieux de culture. 

Dans les comptes-rendus de 1'Academie des Sciences 
(tome 256 p. 1164-1165, C R. Soc. Biol. 1963, 67. 850- 
853 et J. Inter. Vitamin. 1963, 33, 311-320) on a decrit 
I'isolernent de TEmpedobacter munsterii, en signalant 
son pouvoir vitarninogene. 

Selon une premiere forme de realisation du present 
procede, on ensemence tres abondamment du lacto- 
serum avec le germe Empedobacter, eventuellement 
additionne de 0,05 a 0,1 g %> {en poids f ra&s) de levures 
lactiques, on maintient pendant 2 a 4 jours sous agita- 



tion a une temperature constante comprise entre 28° C 
et 30° C, on ajoute au melange ensemence et agite du 
germe Propionibacterium shermannii, on laisse reposer 
pendant 2 a 3 jours sans agitation en conservant la 
meme temperature constante et on recueille le produit 
obtenu. 

Le procede peut etre mis en oeuvre par lots ou en 
continu. 

Sellon une autre mise en oeuvre avantageuse du pro- 
cede, on prepare separement trois volumes egaux de 
culture de chacun des Empedobacter munsterii, levure 
N° 8, Propaonibacterinm shermannii, on transvase sepa- 
rement chacune de ces cultures dans un volume, 10 a 
15 fois pius grand, de lacto-serum reduit au quart, on 
laisse ineuber pendant 18 a 24 heures, on melange les 
tro-is cultures et on transforme en poudre dans un ato- 
miseur. (Tour de seehage de Nuro par exempli e.) 

En operant sur des cuves de 15 litres de cultures et 
de 100 litres de lacto-serum reduit au quart, la poudre 
obtenue repondait aux caracteristiques ci-apres : 



Composition de la poudre 



Vitamines en mg dans 1000 g de poudre 



Poids sec 98% 

Humidite 2 % 

Proteines to tales 13 a 14% 

Lactose anhydre 73 a 74 % 

Lactose hydrate 76 a 78% 

Sols (cendres a 550°) 4 % (environ) 

pH reconstifcue a 10% 6,3-6,4 

Aoidite 17 k 18° Domic 



B 1 : 10 a 20 mg 

B 2 50 a 90 mg 

B 6 10 -a 20 mg 

Acide nicotinique 20 a 30 mg 

Aoide pentothenique 100 a 200 mg 

Acide folique 0,4 a 0,6 mg 

Acide folinique 0,1 a 0,8 mg 

Biotine 0,5 a 0,7 mg 

B 12 0,5 a 10 mg 



>: <CH 



440932 

Cette poudre, d'un goOt agreable, legerement Sucre, 
est presque totalement soluble et ne se prend pas en 
masse. 

On peut opdrer comme suit : 

1°) Le lacto-serum est avantageusement du serum 6 
de Gruyere additionne de 0,25 k 1 g */o> de preference 
0,5 g Vo. de nitrate d'ammonium, de 0,0002 a 0,004 g Vo, 
de preference 0,003 g«/ 0 , de chlorure de colbalt et 
0,001 g «/o de sulfate de manganese, le melange etant 
ajuste k un pH de 7,15 k 7,2, preoipite par chauffage io 
a 110° C pendant 15 minutes environ, filtre et pasteurise 
a 70° pendant 10 minutes (ou sterilise pendant 15 mi- 
nutes k 1 19-120° Q. 

L'Empedobacter utilise est prepare a la maniere con- 
nue par culture sur grandes boites de Petri (diametre : is 
150 mm) contenant une geiose nutritive. La quantite 
d'Empedobacter mise en ceuvre pour Fensemencement 
est, en poids frais, de 0,05 k 0,1 g«/ 0 du lacto-s6rum. 

Le Propion'bacterium shermannii est prepare par 
culture sur le milieu de Neronova et call. (Microbio- 20 
k>gia, 1959, 28, 647, U.R.S.S.) ; on en ajoute de 0,1 a 
0,15 g*/ 0 du melange lacto-serum Empedobacter. 

Au lacto-serum on peut ajouter de 0,05 a 0,1 g<>/o 
de levures lactiques vivantes telles que le « Saccharo- 
myces fragilis», << Saccharomyces steineri », « Saccha- 25 
romyces marxianus » et « Torulopsis sp. Ly. 369 ». 

Les levures sont preparees par des cultures a 30° 
pendant 24 heures de <( Saccharomyces fragilis », 
« Saccharomyces steineri », « Saccharomyces marxianus » 
ou « Torulopsis sp. Ly. 369 » sur boites de Petri oonte- so 
nant de la geiose nutritive {diametre 150 mm). 

2o) Suivant une autre execution du proc6de selon 
Finvention, on ensemence rEmpedobacter, P. shermannii 
et une levure lactique en symbiose sur un milieu mineral 
additionne de glucose. Les trois memes mioro-orga- 85 
nismes sont cultives pendant 5 a 7 jours, entre 28 et 30° 
sur ce milieu et on recueiHe la biomasse resultant de 
cette culture. 

La composition dudit milieu est de preference la 
suivante : 40 

Sulfate ou nitrate d'ammonium 1 o/ 0 

Phosphate de potassium bi-potassique 0,8 % 

Phosphate de potassium mono-potassique ...... 0,6 % 

Sulfate de magnesium 0,02 % 45 

Chlorure de cobalt 0,003 % 

Ce milieu est sterilise par un chauffage de 15 minutes 
a 120o C. 

On y ajoute aseptiquement avant Femploi 2g°/o 50 
de glucose (5 ml % d'une solution sterile de glucose k 
40 <Vo). La culture en association est r6a;lisee comme 
suit : sur ledit milieu mineral on ciritive pendant 5 a 
7 jours l'Empedobacter munsterii a raison de 0,05 %> 
a 0,1 «/o du milieu mineral ; le P. shermannii a raison 65 
de 0,1 a 0,15% de la culture d'Empedobacter et une 
levure (Saccharomyces) a raison de 0,05 a 0,1 % de la 
culture en symbiose. 

On opere ensuite comme il a ete indique plus haut 
pour le lacto-serum. 00 

3°) Comme indique aux paragraphes 1 et 2, on 
prepare separement 15 litres de culture respectivement 
d'Empedobacter munsterii, de levure N° 8 et de Pro- 
pionibacterium shermannii. ^ 

On transfere separement ces cultures dans des cuves 
contenant chacune 100 litres de lacto-serum prealable- 



ment reduit au quart. Apres une incubation de 18 a 
24 heures, on melange les contends des trois ouves et 
on les transforme en poudre dans un appareil atomiseur 
d'une vitesse de rotation approprdee. 

La poudre est ensuite inoorporee, s'M y a lieu, dans 
des quantites appropriees d'aliments. 

Pour la mise en oeuvre du present proc6de (exemples 
1°) et 2°)) en continu, on peut utiliser un appareil de 
type connu, par exemple Fapparefl de J. Monod (An- 
nales de FInstitut Pasteur, 1950, 79, 390-410) ou celiti 
de Neronova N.M. et Jerousalimski N.D. (Mierobio- 
logra U.R.S.S., 1959, 28. 647-657), qui est k toutes fins 
utiles decrit ci-apres. 

A la partie superieure d'un bati 1 est monte, de 
maniere reglable en hauteur, -un recipient 2 destine a 
oontenk le milieu nutritif 3 ; le recipient 2 est muni de 
deux branchements 4 et 5 relies k un tube plongeur 6 
et d'un tube 7 pour Fevacuation du gaz (air en general) 
contenu dans le recipient 2, lors de son remplissage. 
Des fermetures 4', 5' et 7', a-utomatiques ou non, sont 
prevues sur chaque tube 4, 5, 7. Le branchement 5 s 
a 1' entree d'air quand on ferme la fermeture 7'. A sa 
partie inferieure le recipient 2 est muni d'une evacua- 
tion 8 pour le milieu nitritif reliee par une tubulure 9 
avec fermeture 9' a un dispositif goutte a goutte 10 
porte par le bati 1. Le goutte a goutte 10 est equipe 
d'une tubulure 11 d'evacuation des gaz de fermentation 
et d'une tuyauterie 12, dont les orifices sur de goutte a 
goutte sont k un niveau superieur a celui de Fextremite 
inferieure libre de la tubulure 9. 

Au-dessous du goutte k goutte 10, le bati 1 porte un 
premier cultivates 13 de forme generale cyiindrique et 
traverse axialement par un tube capillaire plongeur 14 
formant par son extremite superieure un prolongement 
du goutte a goutte 10. Le cultivateur 13 est relie d'une 
part au goutte a goutte 10 par une tuyauterie 15 permet- 
tant de faire passer les gaz de fermentation du oultiva- 
teur 13 dans fc goutte a goutte 10 debouchant dans ce 
goutte a goutte en 12 plus haut que l'extrdmite infe- 
rieure de la tubulure 9 et, d'autre part, a un recipient 17 
de recueil du liquiide de culture par un tube 18 ave^ 
fermeture 18' permettant des prises d'echantilloi 
Enfin, le cultivateur 13 est muni d'une tuyauterie 19 
permettant le reflux d'un exces de liquide de culture 
dans un second goutte a goutte 20, monte sur Oe bati 1 
a un niveau inferieur. Le goutte a goutte 20 est equipe 
comme le goutte a goutte 10, d'une tubulure 22 d'eva- 
cuation des gaz de fermentation, d'une tuyauterie 23 et 
d'un capillaire axiail 22. 

Le bad 1 porte, enfin, au-dessous du goutte a goutte 
20, un second cultivateur 25 a trois volumes differents 
(dans 1'exemple represente), traverse axialement par le 
prolongement plongeur 24 du capiHaire reuni au goutte 
a goutte 20 par la tuyauterie 23 et muni de trois eva- 
cuations de liquide de culture 26, 27, 28, qui correspon- 
dent chacune avec un recipient de reoueil 29 et permet- 
ter /t la prise d'echanti'Ilons aux niveaux superieur, inter- 
mediaire et inferieur de chaque volume du cultivateur 
25. Les evacuations 26, 27, 28 comportent chacune une 
fermeture 26', 27' et 28'. Enfin une tuyauterie 30 avec 
fermeture 30' relie la partie superieure du cultivateur 25 
a un recipient 16 contenant par exemple du carbonate 
de sodium. 
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Les divers elements de Tappfreil peuvent etre mis 
$epar6ment en temperature et/ou agites, par tous 
moyens appropries oonnus, Les diverses fermetures 4', 
5', 7', 9', 18', 26', 27', 28', 30' sont du type a vis heli- 
co'idale. 5 

Dans le recipient 2 ou le milieu nutritif arrive par 
la tubulure 4 on maintrent une pression hydrostatique 
constante a Taide de la tubulure 5-6 le reliant a Tatmo- 
sphere. La vis qui est sur la tubulure 7 est alors 
fermee. 10 

La vitesse d'ecoulement du milieu depend de la dif- 
ference de niveau du liquide entre Pextremite inferieure 
du tube 6 et rextremite du tube 9 d'ou le milieu 
s'ecoule go u tie a goutte. Pour realiser la vitesse desiree is 
on dtablit un niveau convenable d*ecoulement du 
compte-goutte a i'aide d r un dispositif special 31 monte 
sur la tablette 1, puis on le regie definitivement au 
moyen d'une vis heiicoidaJe 9'. Pour controler cette 
vitesse on mesure le volume du liquide ferrnente qui 20 
s'ecoule de la tubulure 18. 
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On peut utiltser soit uniquement le premier cultiva- 
teur 13 ou, lorsqu'on veut augmenter le irendement, on 
peut utiliser en meme temps le deuxieme cultivateur 25 
en faisant passer le liquide nutritif a travers la tubu- 
lure 19 et te compte-goutte 20 dans le cultivateur 25. 
Ce cultivateur possede trois tubulures de derivation 26, 
27 et 28 a des niveaux differents. Selon que Ton met en 
circuit Tune ou F autre de ces tubulures la oapacke utile 
du cultivateur est plus ou moms 61evee. 

On a constate qu'en operant selon Tin vent ion, rerari- 
chissement en vitamines, en particulier du groupe B et, 
specialement en vitamine B 12 , etait beaucoup plus eleve 
qu'en cultivant uniquement FEmpedobacter. Ceci ressort 
des tableaux suivants dans lesquels les teneurs en vita- 
mines sont exprimees en ug par litre. Pour les exemples 
1 et 2, le tableau I donne les r6sultats obtenus avec 
FEmpedobacter seul, les tableaux II, III et IV concer- 
nant les r6sultats fournis par des procedures selon Fin- 
vention. Les tableaux comparatifs V et VI donnent les 
resultats correspondants obtenus respectivement selon 
Fexerrople 3°) ci-dessus et selon une mdthode usuelle. 



I. — Enrichissement avec Empedobacter seul 



T6moin Apres 
Vitamines en ug par litre avant 4 jours 7 jours 



B, — 334 315,0 

Bo 1.340 1.675 2.200,0 

B G 325 780 872,0 

PP 550 1.064 1.218,0 

Acide folique 11,9 49,0 55.0 

Acide folinique 3,0 25,0 37,5 

Biotine 39,7 24,6 20,0 

B 12 avec precurseur 1,50 36,4 115,0 



II — Enrichissement du lacto-seram avec Empedobacter et P. shermannii 





Temoin 


Apres 




Vitamines en ug par litre 


avant 


3 jours 


5 jours 


Bi 


370 


414 


1.418 


Bo 


1.340 


1.500 


1.625 


B 6 


325 


770 


830 


PP 


550 


1.500 


6.550 


Acide pantothenique 


3.100 


2.420 


2.490 


Acide folique 


11,9 


31 


125 


Aoide folinique 


3,0 


20 


3 


Biotine 


39,7 . 


22,2 


37,5 


Bio 


1,5 


7,25 


510 



NOTA — Dans le cas II, renrichissement se poursuit jusqu'a atteindre son maximum apres 5 jours. 
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HI — Enrichissement du lacto-serum reduit au V4 par VEmpedobacter, 
le Saccharomyces N° 8 et P. shermannii 



Vitamines en u g par litre 



Temoin 
avant 



Apres 

16 heures 24 heures 



B, 

B. 

PP 

Acide pantothenique 

Acide folique 

Aoide folinique . 
Biotine 

B 12 



1330 

4970 
1150 
12900 
4,9 
2,1 
26,7 
6,7 



1358 
5310 
1700 
13050 
56,5 
16,6 
38,2 
126,0 



1380 
5775 
2300 
13550 
45,0 
19,5 
50,2 
144,0 



IV — Enrichissement du lacto-serum reduit au V4 
par VEmpedobacter munsterii et P. shermannii (sans levure) 





Temoin 




Apres 


Vitamines en u g par litre 


avant 


16 heures 


24 heures 


B, 


1330 


1220 


1300 


B, 


4970 


4560 


6000 


PP 


1150 


2000 


2000 


Acide pantothenique 


12900 


12280 


12380 


Acide folique .. 


4,9 


30,0 


35 


Aoide folinique 


2,1 


13,6 


10,7 


Biotine 


26,7 


37,0 


40,0 


B 12 


6,7 


145 


150,0 



Les produ'ts recueillis a la fin du .precede selon I'in- 
vention et seches peuvent etre utilises tek quels au en 
combinaison avec tons aliments pour les animaux. On 
utilise de preference une quant-ite desdits produits allant 
de 3 a 5 % en poids par rapport a r aliment considere. 

La poudre obtenue est enrichie en vitamines B, 
notamment en vitamine B 12 , d'un gout agreable legere- 
ment sucre, presque totalernent soluble dans 'Feau, et de 
couleur blanc legerement jaunatre. 

Cette poudre, qui ne se prend pas en masse, est defi- 
nie par les caracteristiques suivantes : 

a) proteines total es de 13 a 14% 
lactose anhydre de 73 a 74-% 
lactose hydrate de 76 a 78% 
sels (d'apres les cendres a 550°) : 4 % environ 
pH reconstitue a 10% : 6,3 a 6,4 
acidite 17 a 18 degres Dornic 
humidite 2% 
poids sec 98 % 



b) teneur en vitamines (en milligrammes par 1000 g 
de poudre) : 

B t 10 a 20 

Bo 50 a 90 

so B G 10 a 20 

acide nicotinique 20 a 30 

acide pantothenique 100 a 200 

acide folique 0,4 a 0,6 

aoide folinique 0,1 a 0,3 

z> biotine 0,5 a QJ 

B 12 6,5 a 10 

Ladite poudre peut etre relement actif d'aliments 
diet6tiques a raison de 3 a 7 % en poids, de preference 
5 % de J'aliment desire. 

co 

On constate que 1'enrichissement effectue avec du 
lacto-serum reduit au 1/4, sans levure, a un effet plus 
prononce sut 'la teneur finale de la poudre en vita- 
mine B 12 . 

65 On peut done profiler de cette circonstance pour 
preparer des aliments dietetiques a predominance de 
vitamine B,. ? . 



BNSDOCID: <CH. 



_440932A5_I_> 



•5 ^> 

1 1 

p .2 



fiQ g 

§••§ 

So 3 



a a 



o 

IS 
E 

CO 



15 
S 



E 

CO 



s 



o 

"J3 



cu 

3 
e 



G 

E 



10 



440932 



.o 



-2» 



to vn 

ON \© 



S 



o 
r- 



ON o 



3 s 



o v% o o 

fO CS On VD 

c<» o <=> 



o o o 
^ o o 



oo 



o 



o 
oo 



o 

On 



O ^- 

I 2 - 



U-n OO o o 
o oo o 1 

^ ^ = a 1 



S {2 § § 

rH n ^ 0\ 



o »o to o> o 
oo c4 no o o 
t*- on oo t-» 



o 
io 



ffl CQ CQ 



Oh 



ON O 

sO »— < 



o o — « 
*o w-n 



o o o o o 

co o ol to co 

to. «— I i cnI « 

co ^ 



8 a 



3 

■a 



3 

<D 

"I 



3 

.3* 



< 



o 

s 



o 

On 



to 
O 



to 
O 



iO o o 
r- on 



o 



O iO 
— ' o 



ON 



3 

o 



1 

ci 

of 



a Is 



.S '5b 9 

S «J ca 



<U a> 

22a 

co cd o 



A s cs « f O 
co co co co H 

4- 4- + + + 



G C G G G 

ifl nj C3 fl C3 

S 6 6 S 6 

l_ J_ U. Ui J-i 

O U 1) Q) flj 

JB 43 X! X? 

ot c/s eo co en 

a! cu cu cu cC 

+ + + + + 



3 3 3 3 3 

s s a s a 

fat k. k. ht u 

O 1) 5) 0) O 

"o o "3 o o 

A C4 CO' CO CO 

X) iJ D D 

o o o o o 



t3 "O *0 



U 4J 0) O U 



E E 



Cu Cu Cu 

E E E 
www 

!! !1 !! 

S > > 



BNSDOC1D: <CH 



440932A5_I_> 



440932 

VI — Enrichissement en vitamines du groupe B du lacto-serum de gruyere 
par une symbiose de trois micro-organismes 



Vitamines en gamma Temoin 
par litre avant 



B, 354 

B» 1250 

B c 185 

PP 384 

Acide pantothenique — 

Acide folique 17 

Biotine 14 

B I2 0,4 



Symbiose I Symbiose II 

4 jours 7 jours 4 jours 7 jours 



370 


364 


391 


384 


1400 


1638 


1450 


1450 


166 


175 


950 


980 


2700 


2840 


3180 


2750 


3000 


2900 


2500 


2550 


170 


182 


181 


238 


28 


24 


25 


29 


115 


90 


129 


100 



S\ tn biases : I — Empedobacter munsterii + P. shermannii + Saccharomyces steineri 
II — Empedobacter munsterii + P. shermannii + Saccharomyces fragilis 



REVENDICATION 



SOUS-REVENDICATIONS 



so 



Procede de preparation d'un produit riche en vita- 
mines B, caracterise en ce que Ton cultive du Propioni- 
bacterium shermannii et au moirts un autre micro-orga- 
nisme choisi parmi les levures lacfciques et FEmpedo- 
bacter munsterii dans un sous-produit de Findustrie lai- ^ 
tiere, les micro-organismes etant cultives en symbiose 
ou au moins -Fun des micro-organismes etant cultive 
dans un milieu separe, auquel cas on reunit subsequem- 
rnent les milieux de culture. 
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1. Procede selon la revendication, caracterise en ce 
que le milieu de culture consiste en lacto-serum. 

2. Procede selon la sous-revendication 1, caracterise 45 
en ce que Ton effectue la culture pendant deux a quatre 
jours a temperature const-ante comprise entre 28 et 30° C. 

3. Procede selon la revendication, caracterise en ce 
que Ton ensemence tres abondamment du lacto-serum so 
avec FEmpedobacter munsterii, on maintient le milieu 
ensemence pendant 2 a 4 jours sous agitation a une 
temperature constante comprise entre 28 et 30° C, puis 

on ajoute au mHieu ensemence et agite du Propioni- 
bacterium shermannii et on laisse reposer le milieu pen- 55 
dant 2 a 3 jours sans agitation en con servant la meme 
temperature constante. 

4. Procede seflon la sous-revendication 3, caracterise 
en ce que Ton ensemence egalement le lacto-serum avec 
0,05 a 0,1 % en poids de levures lactiques. 

5. Procede selon la revendication ou la sous-reven- 
dication 1, caracterise en ce que Ton cultive FEmpedo- 
bacter munsterii et une levure lactique en symbiose et 
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on cultive le Propioni bacterium shermannii en milieu 
separe. 

6. Procede selon la revendication ou la sous-reven- 
dication 1, caracterise en ce que Fon cultive le Propioni- 
bacterium shermannii, une levure lactique et FEmpedo- 
bacter munsterii dans trois milieux separes. 

7. Procede selon ila revendication ou Fune des sous- 
revendications 1 a 6, caracterise en ce que Fon utilise 
comme milieu de culture du lacto-serum de gruyere 
additionne de 0,25 a 1 % de nitrate d'ammonium, de 
0,0002 a 0,004 % de chlorure de cobalt et de 0,001 % 
de sulfate de manganese, en poids, le m61ange etant 
ajuste a un pH de 7,15 a 7,2, precipite par chauffage 
a 110°C environ, flltre et pasteurise ou sterilise. 

8. Procede selon la sous-revendication 7, caracterise 
en ce que Fon utilise 0,5 % de nitrate d'ammonium et 
0,003 % de chlorure de cobalt 

9. Procede selon la revendication, caracterise en - 
que Fon utilise le Propionibacterium shermannii a r*. 
son de 0,1 k 0,15% en poids du milieu de culture. 

10. Procede selon la sous-revendication 1, caracte- 
rise en ce que «Fon ensemence le lacto-serum avec une 
culture de 5 a 7 jours, sur milieu mineral additionne de 
2% de glucose, de FEmpedobacter munsterii a raison 
de 0,05 % a 0,1 % du milieu mineral, de Propioni- 
bacterium sherrnannia a raison de 0,1 a 0,15 % de la 
culture d'Empedobacter et de Saccharomyces & raison 
de 0,05 a 0,1 % de la culture en symbiose. 

11. Procede selon <la sous-revendication 1, caracterise 
en ce que Fon utilise FEmpedobacter a raison de 0,05 
a 0,1 % en poids du lacto-serum. 

Centre National de la Recherche Scientif ique 
Mandataires: Deriaz, Kirker & O, Geneve 
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